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論　　文　　の　　要　　旨
糸状菌による有機酸発酵は研究の歴史が古く、生体内物質代謝の研究にも大きく貢献してきたがヨ
酵母による好気的な物質生産に関する研究は少なかった。しかし。各種の酵母株が，伽θo－DS一イ
ソクエン酸とともにクエン酸を多量に生産しうることが発見され，しかも〃一アルカンも原料となり
うることが判明して以来ヨクエン酸の生産比率を高める観点から内外の多数の研究者により酵母の
クエン酸発酵が研究されてきた。またラこれらの研究過程でヨクエン酸生産性優良菌種吻舳〃あ肋o肋6α
については各種の発酵転換現象なども報告された。一方，酵母のほかにイソクエン酸を多量に生産
しうる微生物は知られていないにもかかわらずライソクエン酸の生産法はほとんど検討されていな
かった。
　本研究はヨ酵母の好気的な物質代謝に関する知見をさらに深め，酵母による有用物質生産の基盤
を解析することを目的として始められた。まずラ前述の発酵転換現象で認められた疑問点を追求す
るためヨ培養物中の代謝生産を詳しく調べ，新たにラD－2一ヒドロキシグルタル酸の生成を明らか
にしえた。ついで，各種の用途が期待できるイソクエン酸の発酵生産法について検討し、収率を向
上しうるとともに，この発酵の特性，機構についても若干の知見を得ることができた。
（1）吻〃o〃あ妙o肋ωによるチアミン制限，好気的培養条件下におけるD－2一ヒドロキシグルタ
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　ル酸の生産
　　グルコースからチアミン欠乏下にピルビン酸とともに官多量の2一ケトグルタル酸が蓄積する発
　酵転換現象ではラ2一ケトグルタル酸の生成経路すなわちクエン酸回路へのアセチルCoAの補給経
　路に疑間点を感じた。通常の経路はチアミンを必須とするからである。そこでラこれを追求する
　ため，培養物中の代謝生産物をまず詳細に調べた結果、ぺ一パーおよびガスクロマイトグラフィー
　上でピルビン酸、2一ケトグルタル酸のほかに，未知の有機酸の存在を確認することができた。グ
　ルコースを炭素源としてチアミン制限条件下に培養して得られた培養ろ液から目的の有機酸を単
　離し，さらにジヒドラジド誘導体などの結晶を得て、理化学的諸性質を調べた結果、未知の有機
　酸がD一（十）一2一ヒドロキシグルタル酸であることを確認しえた。
　　これまで。微生物の好気的な代謝生産物としてのD－2一ヒドロキシグルタル酸に関する報告は
　なく，しかもラその代謝経路に関してはすべて2一ケトグルタル酸が還元されて生成されるものと
　考察されていた。そこでうこの酸の供試酵母による生成条件についてやや詳しく調べてみた。そ
　の結果。奇数ラ偶数にかかわらず〃一アルカンからはラチアミン制限条件下に多量の2一ケトグル
　タル酸は生産されたが，ピンビン酸および目的の酸の生成はほとんど認められなかった。一方，
　炭素源にグルコース，あるいはグリセリンを使用した場合にはヨ培養物1リットル当り最高約7
　グラム生成されヨ生成量変動の傾向はヨ2一ケトグルタル酸よりもピルビン酸の傾向に、より関連
　している結果が得られた。
　　窒素源としてL一グルタミン酸を用いるとヨ2一ケトグルタル酸は増加したが，2一ヒドロキシ
　グルタル酸は減少し、通気量を減少させるとラ同様に2一ケトグルタル酸は増加したがヨ2一ヒド
　ロキシグルタル酸は減少した。モノフルオロ酢酸その他クエン酸回路の反応を阻害すると考えら
　れる薬剤を添加してもヨ2一ヒドロキシグルタル酸の蓄積量にはそれ程変動が認められなかった。
　これらの結果から，2一ヒドロキシグルタル酸が2一ケトグルタル酸から還元されて生産されるこ
　とは考えがたく，チアミン制限下に解糖系の生産物であるピルビン酸から不明の経路を経て生成
　される可能性が示唆された。そしてチアミン制限下の培養では、グルタミン酸の前駆体である2一ケ
　トグルタル酸はクエン酸回路とは別の不明の側路を経て生成されるとした当初の想定とも得られ
　た結果は符号しており，その経路上に問題の2一ヒドロキシグルタル酸が関与していることが想像
　された。
（2）Cα〃肋舳〃扮によるグルコースからのイソクエン酸の生産
　　目的のイソクエン酸を培養物から収率よく回収するためにはクエン酸の副生は望ましくない。
　そこでラ発酵速度が遅く害イソクエン酸の収率も対糖25％と低いことが報告されているがヨC伽棚α
　ろ閉肋肋と同定されていたイソクエン酸のみを生産する特異な酵母株を供試して再検討を始めた。
　なおヨこの検討過程で、前述の不明の側路に関する知見が得られる可能性も期待した。通常の酵
　母はクエン酸をより多く生産するが、この酵母は，クエン酸を生産しない特異な酵母であるから
　である。cろ7舳ク肋と同定されていたこの酵母株は，生理学的諸性質をさらに調べて再同定した
　結果、0。〃o〃肪に所属することをまず明らかにした。
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　　ついでこの株からイソクエン酸生産性優良変異株を造成し、培養条件について詳細に検討した
　結果，対添加糖収率を約50％と2倍にまで向上させることができた。また、この発酵の特性の！
　つが増殖運動型であることを明らかにした。
　　なお，親株ラ変異株ともに生育チアミンを要求したがヨチアミン制限下に培養しても2一ケト酸
　類の細胞外蓄積は全く認められずラまた，各種の培養条件下の培養物中にも、副生有機酸をほと
　んど検出しえなかった。
（3）C伽棚α舳〃肋によるイソクエン酸発酵機構
　　特異なイソクエン酸発酵の機構に関する知見を得るためヨ培地組成の検討、代謝阻害剤添加の
　影響などを調べた結果ラアニコターゼ活性の関与が推定された。生体内でアコニターゼ作用を特
　異的に阻害するモノフルオロ酢酸の添加はライソクエン酸の生成を著しく阻害しヨクエン酸の菌
　体外蓄積を明らかに増加させた。また、アラビトールの菌体外蓄積をも若干増加させた。これら
　の結果ラモノフルオロ酢酸の添加により事アコニターゼ活性が阻害されて，細胞内のクエン酸濃
　度が異常に高まったために，細胞外にクエン酸が排出されたことを示すと考えられる。またヨ菌
　体内の高濃度のクエン酸が解糖系の調節酵素に作用しラ代謝系がペントース経路に一部転換され
　てアラビトールの菌体外蓄積が増したものと解される。
　本実験の結果からライソクエン酸はヨ通常の経路を経て生成されるものと結論づけられた。
　C．舳伽肋は，唯一の炭素源としてクエン酸を資化できたが、イソクエン酸は全く資化できなかっ
た。本菌はラ菌体外にクエン酸を排出しにくくラまたうケト酸類その他の有機酸をK肋o肋ωとは
異なり雪排出できぬがライソクエン酸のみを極めて容易に排出しうることが特異的な本菌によるイ
ソクエン酸発酵を成立させているものと結論づけられた。
審　　査　　の　　要　　旨
　酵母の好気発酵による有用物質生産に関する基礎的研究過程でヨこれまで好気的な代謝生産物と
して知られていなかったD－2一ヒドロキシグルタル酸をクエン酸生産性優良株である吻〃o〃α
妙o肋6αが多量に生産しうる事実が見いだされ走。さらに冒このヒドロキシ酸の生成経路を推定す
るための実験結果からラ供試菌のチアミン欠乏条件下の代謝系には不明の側路が働く可能性を示唆
しているがヨこれは興味深い問題提起である。
　ついで、安価に製造できれば各種の用途が考えられるイソクエン酸の酵母による発酵生産法を検
討しラその収率を著しく高めることに成功するとともにヨこの発酵の培養特性が増殖連動型である
ことを指摘した。またヨこの特異な発酵の蓄積機構を調べ，その生成経路を推定しうるとともにヲ
この酵母が菌体内からクエン酸その他の有機酸を著しく排出しにくいのに対してイソクエン酸を極
めて能動的に排出できることがこの発酵の生因であることを明確にしている。
　これらの結果は酵母を用いる発酵工業の今後の発展に貢献するところ大である。
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よって，著者は農学博士の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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